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(57) Abstract: The invention relates to methods tor cultivating dermal fibroblasts, methods for producing in vitro dermis equivalents, 
|^ methods for producing three-dimensional in vitro skin equivalents, an in vitro dermis equivalent, a three-dimensional in vitro skin 
equivalent and methods for determining the effect of a chemical substances or an agent on human skin cells using the in vitro dermis 
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On 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Kultivierung dermaler Fibroblasten, Verfahren zur Her- 
stellung von in vitro-Dermisaquivalenten, Verfahren zur Herstellung von dreidimensionalen in vitro-Haulaquivalenten, ein in vi- 
^ tro-Dermisaquivalcnt, ein dreidimensionales in vitro-Hautaquivalent und Verfahren zur Bestimmung der Wirkung einer chemischen 
£^ Substanz oder eines Agens auf menschliche Hautzellen unter Verwendung des in vitro-Dermisaquivalents und/oder des in vitro-Haut- 
aquivalcnls. 
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Dreidljnensxonales Hautmodell 



Besohreibung 



Die Erfindung betrifft ein hauttypisches, dreidi- 
mensionales, vorzugsweise humanes, in vitro- 
Hautaquivalent, bestehend aus einem Dermisaquiva- 
lent und einem Epidermisaquivalent , und Verfahren 
zur Herstellung, Kultivierung und Anwendung dieses 
Hautaquivalents sowie dessen Bestandteile . 



Hauttypische Vollhautmodelle, die auch ■ als in 
vitro-Hautaquivalente bezeichnet werden, konnen 
insbesondere in der Derma tologie und in der- Aller- 
gologie als Testhaut verwendet werden, urn Substan- 
15 zen, beispielsweise potentielle Arzneimittel oder 
Kosmetika, oder Agenzien, wie Licht und Warme, auf 
ihre pharmakologischen Wirkungen, insbesondere 
Reiz-, Toxizitats- und Entziindungswirkungen, und 
auf ihre VertrSglichkeit zu untersuchen. Ein sol- 
ches System kann daruber hinaus fiir vielfaltige im- 
munologische, histologische und molekularbiologi- 
sche Fragestellungen eingesetzt werden. Dazu zahlen 
zum Bei spiel Studien zur Wundheilung und zur Penet- 
ration und Resorption von Substanzen. Die Untersu- 
25 chungen beziehungsweise Tests von Substanzen an 
solchen Vollhautmodellen bieten gegenuber Tierver- 
suchen und Versuchen mit menschlichen Probanden we- 
sentliche Vorteile, da die damit erzielten Ergeb- 
nisse reproduzierbarer sind und die Dntersuchungen 
kostengtinstiger und schneller durchgefiihrt werden 
konnen . ' • 



•JSDOCIO: <WO 0192477 A2_l_> 



WO 01/92477 



PCT/EPO 1/06074 



Zur Prlifung von Rohstoffen und Produkten sind in 
den letzten Jahren zumeist humane Zellkulturen als 
in . vitro-Systeme verwendet wurden . ■ Eine Weiterent- 
wicklung der Zellkulturtechnik stellen dreidimensi- 
5 onale, organahnliche, humane Zellstrukturen und Co- 
kultursysteme dar. Die damit gewonnenen Ergebnisse 
lassen sich noch besser auf den Menschen ubertragen 
als die an Einzelzellkulturen gewonnenen Ergebnis- 
se. Mit den Entwicklungen von Rheinwald und Green 

10 (Rheinwald, J. G. et al . , "Serial cultivation of 
strains of human .epidermal keratinocytes : The for- , 
mation of keratinizing colonies from single cells", 
Cell, 6 (1975), 331-344; Green, H.'et ah, "Growth 
of cultured human epidermal cells into multiple- e- 

15 pithelia suitable for grafting", Proc. Nat. Acad. 
Sci. USA 76 (1979), 5665-5668) hat die Kultivierung • 
von humanen Keratinocyten und deren Anwendung in 
der Verbrennungsmedizin und der in vitro- 
Dermatologie ihre Anfange genommen . Bislang wurden 

20 unterschiedliche Modelle rekonstruierter Haut in 
vitro hergestellt. 

Die EP 0 197 090 Bl offenbart ein Verfahren zur 
Bildung eines Hautaquivalent s , wobei durch Mischen 
einer saure Kollagenlosung mit kontraktilen Zellen, 

25 beispielsweise Fibroblasten, ein hydratisiertes 
Kollagengitter hergestellt ' wird. Nach Neutralisie- 
rung des pH-Wertes werden in dem Kollagengitter 
Kollagenf ibrillen ausgefallt. Die kontraktilen Zel- 
len lagern sich an das Kollagengitter an und bewir- 

30 ken dessen Kontraktion, wobei sich ein Dermisaqui- 
valent bildet. Durch das Einbringen von . Haut- 
. Stanzbiopsien in das Kollagengitter konnen Kerati- 
nocyten aus den Stanzbiopsien auf der Oberflache 
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des Derirdsaquivalentes wachsen, wobei sich ein 
Hautaquivalent bildet. 

In der EP 0 285 474 Bl wird ein Hautaquivalent of- 
fenbart, das ein aus Kollagen und Fibroblasten er- 
5 haltenes Dermisaquivalent und ein mehrschichtiges 
Epidermisaquivalent umfaBt. Dabei wird das Dermisa- 
quivalent mit einem menschlichen oder tierischen 
Explantat, beispielsweise einem Haarf ollikel, be- 
impft, urn das Epidermisaquivalent zu erhalten. 

i 

10 Die EP 0 020 753 Bl beschreibt ein Verfahren zur 
Bildung von Gewebe, insbesondere Hautgewebe, wobei 
ebenfalls Fibroblasten in ein hydratisiertes Kolla- 
gengitter eingebracht werden und sich nach Kontrak- 
tion des Kollagengitters ein Gewebe bildet. Auf 

15 ^dieses Gewebe konnen zuvor in vitro kultivierte Ke- 
ratinocyten oder aus Vorhaut isolierte Keratinocy- 
ten aufgebracht werden, wobei sich ein Hautersatz 
bildet. 

Aus der EP 0 418 035 Bl ist ein Gewebeaquivalent 
2 0 bekannt, das ein hydratisiertes Kollagengitter , 
welches mittels eines kontraktilen Agens wie 
Fibroblasten kontrahiert wird, und ein Kollagengel, 
welches mit einem permeablen Element in Kontakt 
steht, umfasst. Dabei wird das Gemisch aus Kollagen 
2 5 und kontraktilem Agens auf das Kollagengel aufge- 
tragen, wobei durch den Kontakt zwischen Kollagen- 
gel und permeablem Element, beispielsweise einer 
Polycarbonatmembran, die radiale oder laterale Kon- 
traktion des Kol-lagengitters unterbunden wird, so 
30 dass das Gitter nur bezuglich seiner Dicke kontra- 
hiert. Nach Bildung des Dermisaquivalents konnen 
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dann Keratinocyten ausgesat wefden, wobei sich ein 
Hautaquivalent bildet. 

Ferner offenbart das US-Patent Nr. 5,861,153 ein 
Hautaquivalent, das aus einem Epidermisaquivalent 
5 auf einem Trager besteht, wobei das' Epidermisaqui- 
valent Keratinocyten und induzierte oder nicht in- 
duzierte Vorlaufer von Langerhans-Zellen umfasst. 
Bei deirr Trager kann es sich urn ein Fibroblasten 
enthaltendes Kollagengitter handeln oder uiri von der 
10 Epidermis befreite Dermisabschnitte, kiinstliche 
Membranen, einen Subkutanersatz auf der Basis von 
Kollagen oder synthetische Materialien. 

Das US-Patent Nr. 4,963,489 beschreibt ein in vitro 
hergestelltes Stroma-Gewebe, wobei die Stromazel- 

15 len, beispielsweise Fibroblasten, ein Grundgerust 
umhullen, das aus einem biologisch vertraglichen 
Material, beispielsweise Cellulose, besteht. Das 
beschriebene System laBt -sich unter ahderem zur 
Herstellung eines dreidimensionalen Hautkultursys- 

20 terns verwenden, wobei Keratinocyten und Melanocyten 
auf dem Dermisaquivalent, das heisst der dreidimen- 
sionalen Stroma-Tragermatrix, ausgebracht werden. 

Das US-Patent Nr. 5,755,814 beschreibt ein Hautmo- 
dellsystem, das sich sowohl als in vitro-Testsystem 

25 als auch fur therapeutische Zwecke einsetizen lasst. 
-Das System umfasst eine dreidimensionale vernetzte 
Matrix von unloslichem Kollagen mit darin enthalte- 
nen Fibroblasten und stratif izierte Schichten dif- 
ferenzierter Epidermiszellen, wobei eine Epidermis- 

30 zell-Schicht in direktem Kontakt zu der Oberflache' 
der Kollagen-Matrix steht. Die Vernetzung der Mat- 
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rix kann sowohl mittels thermischer Behandlung un- 
ter Wasserentzug als auch durch chemische Mittel, 
beispielsweise Carbodiimid, erfolgen. 

In dem US-Patent Nr. 5,882,248 ist ein Verfahren 
zur Bestimmung der Wirkung chemischer Substanzen 
oder Agenzien auf ein menschliches Hautmodellsystem 
gemafi US-Patent Nr. 5,755,814 beschrieben. Die 
Wechselwirkung zwischen dem Hautmodellsystem und 
den zu testenden Substanzen wird anhand der Frei- 
setzung von Stoffen durch Zellen des Hautmodellsys- 
tems sowie der Wirkungen auf Stof f wechsel, Prolife- 
ration, Dif ferenzierung und Reorganisation dieser 
Zellen bestimmt. 

In der WO 95/10600 ist dartlber hinaus ein Verfahren 
15 beschrieben, mit dem ein Epidermisaquivalent gewon- 
nen werden kann. Dieses Epidermisaquivalent kann 
fur pharmazeutische und/oder kosmetische Son- 
nenbraunungs-Tests verwendet werden. 



10 



20 



Bei den bekannten Hautmodellen wirkt sich nachtei- 
lig aus, dass diese zumeist nur aus einer oder meh- 
reren epidermalen Schicht(en) aus Keratinocyten be- 
stehen. In den Fallen, wo eine stratif izierte Epi- 
dermis erhalten wird, werden Gewebe-Explantate ein- 
gesetzt, die die Gefahr einer Kontamination mit Er- 
25 regern in sich bergen, was bei einer spateren Ver- 
wendung des Hautaquivalents als Testhaut zu Ergeb- 
nisverf alschungen fiihren kann. Sofern die beschrie- 
benen Hautmodelle einen Dermalteil besitzen, be- 
steht dieser haufig aus spongiosem, quervernetztem 
30 Material, das neben Kollagen auBerdem noch andere 
nicht-hauttypische Materialien enthalten kann. So- 
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fern bei den im Stand der Technik beschriebenen 
Hautaquivalenten der Dermalteil nur aus Kollagen 
und Fibroblasten besteht, ist er einem undefinier- 
ten Schrumpf ungsprozess unterworfen, der auf eine 
5 starke Schrumpfung des Kollagengels und einen Flus- 
sigkeitsaustritt daraus zuruckzuf uhren ist. Dies 
fiihrt dazu, dass die im Stand der Technik beschrie- 
benen Hautaquivalente sich nur. in beschranktem Maiie 
als Testhaut def inierter Grolie eignen und die damit 
10 erhaltenen Ergebnisse sich nur bedingt auf native 
menschliche Haut ubertragen lassen. 

Das der vorliegenden .Erfindung zu Grunde liegende 
technische Problem besteht also darin, ein weitge- 
hend nativer menschlicher Haut entsprechendes drei- 

15 dimensionales humanes in vitro-Vollhautmodell sowie 
Verfahren und Mittel zu dessen Herstellung bereit 
zu stellen, das sowohl eine Epidermisschicht als 
auch eine Dermisschicht besitzt, die keinem undefi- 
• nierten Schrumpf ungsprozess unterworfen ist, und 

2 0 das sich als Testhaut def inierter Grofie beispiels- 
weise zur Untersuchung pharmakologischer und kosme- 
tischer Wirkungen einsetzen lasst. 

Die Erfindung lost das ihr zu Grunde liegende Prob- 
lem durch die Bereitstellung eines Verfahrens zur 

25 Dif f erenzierung und/oder Vermehrung isolierter der- 
maler Fibroblasten, wobei die Fibroblasten in einer 
dreidimensionalen gelartigen Biomatrix kultiviert 
werden und sich dort vermehren konnen. Diese Bio- 
matrix enthalt neben den zu kultivierenden 

30 Fibroblasten ein aus einer Kollagenlosung konstitu- 
iertes Gerust aus "menschlichem oder tierischen Kol- 
lagen, also gewebetypische Matrixproteine . Dieses 
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Kollagen-Fibroblasten-Gel wird erf indungsgemafi be- 
vorzugt einer ein- bis zweitagigen Submers-Kultur 
unterworfen. Auf die Fibroblasten enthaltende Bio- 
matrix werden danach Keratinocyten-Stammzellen aus- 
5 gesat. In besonders bevorzugter Ausf lihrungsf orm 
werden vorzugsweise Keratinocyten mit einem ver- 
gleichsweise hohen Anteil, beispielsweise 0,5%, 1% r 
2%, 5%, 8%, oder 10% an der Keratinocyten-Zellpopu- 
lation, oder umfassend nur undif f erenzierte Stamm- 

10 zellen, eingesetzt . Unter Verwendung spezif ischer 
Kulturbedingungen, die insbesondere eine mehrtagige 
Submerskultur und eine nachfolgende mehrtagige Air- 
lift-Kultur des Biomatrix-Systems umfassen, und 
spezifischer Kulturmedien durchlaufen die Keratino- 

15 cyten eine Dif f erenzierung zu einer mehrschichtigen 
Epidermisschicht . Erf indungsgemafi ist dariiber hin- 
aus in einer bevorzugten Ausfiihrung vorgesehen, 
dass vor, wahrend oder nach der Aussaat der Kerati- 
nocyten auch andere Zelltypen und/oder andere Zel- 

20 len anderer Gewebetypen auf der Biomatrix ausgesat 
werden konnen, zum Beispiel Immunsystemzellen . 

Mit Hilfe der erf indungsgemaBen Verfahren wird so- 
mit ein organoides in vitro-Hautmodell erhalten, 
das aus zwei gewebetypischen Schichten, namlich ei- 
25 nem Dermisaquivalent und einem Epidermisaquivalent , 
aufgebaut ist. Das organotypische Hautmodell ent- 
spricht s'owohl histologisch als auch funktionell 
weitgehend der nativen Haut . 

Durch ein spezielles Verfahren zur Kollagenextrak- 
30 tion und durch die Zusammensetzung der zur Bildung 
der Biomatrix verwendeten Kollagen-Suspension wird 
erreicht, dass das Dermisaquivalent im Verlauf der 
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Kultivierungsdauer keinem undef inierten Schrump- 
fungsprozess unterworfen ist. Aufgrund der ' verwen- 
deten Kulturverf ahren und der Verwendung von Zell- 
kulturinserts mit einer speziellen Oberf lachenbe- 
5 schichtung wird erreicht, dass der Dermalteil le- 
diglich einer definierten Schrumpfung in vertikaler 
Richtung unterworfen wird, wahrend eine Schrumpfung 
in horizontaler Richtung verhindert wird. Dadurch 
werden Hautaquivalente mit definiertem Durchmesser , 

.10 einheitlicher Oberf lache und einem definierten Ab- 
schluss zum Rand des Kulturinserts erhalten. Durch 
die einheitliche Grofie und einheitliche Beschaffen- 
heit des als Testoberf lache verwendeten Vollhautmo- 
dells wird erreicht, dass bei Tests von Substanzen 

15 auf pharmakologische und/oder kosmetische Effekte 
die Qualitat der Ergebnisse gesteigert und die 
Testergebnisse reproduzierbarer werden. 

Eine besonders bevorzugte Ausf iihrungsf orm der Er- 
findung umfasst die Kultivierung dermaler 
20 Fibroblasten in einer dreidimensionalen gelartigen 
Biomatrix zur Vermehrung der Fibroblasten oder zur 
Herstellung eines Dermisaquivalentes und/oder eines 
Hautaquivalentes . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung be- 
25 - deutet der Begriff "Kultivieren von Zellen ,f ein f 
vorzugsweise in vitro statt f indendes , Aufrechter- 
halten der Lebensf unktionen von Zellen, beispiels- 
weise Fibroblasten, in einer geeigneten Umgebung, 
beispielsweise unter Zu- und Abfuhr von Stoffwech- 
30 seledukten und -produkten, insbesondere auch eine 
Vermehrung der Zellen. 
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Im. Zusammenhang mit der vorliegenden Erf indung wer- 
den unter dermalen Fibroblasten natiirlicherweise 
vorkommende, insbesondere in der Dermis vorkommende 
Fibroblasten oder gentechnisch veranderte 

5 Fibroblasten oder deren Vorlaufer verstanden. 
Fibroblasten stellen die Vorlaufer dermaler Fibro- 
cyten, das heisst spindelf ormiger Zellen des Haut- 
Bindegewebes mit ovalem Kern und langen Fortsatzen, 
dar. Die Fibroblasten konnen tierischer oder 
10 menschlicher Herkunft sein. 

Die zur Kultivierung der Fibroblasten vorgesehene 
Biomatrix enthalt also die zu kultivierenden 
Fibroblasten und ein aus einer, vorzugsweise fri- 
schen, Kollagenl5sung menschlichen oder tierischen 

15 Ursprungs neu konsti tuiertes Kollagengerust einer 
Konzentration von mindestens 3 mg Kollagen pro ml 
Biomatrix, vorzugsweise 3,5 bis 4,5 mg Kollagen pro 
ml Biomatrix. Das Kollagengerust wird aus einer, 
vorzugsweise zellfreien, sauren Losung von Kollagen 

20 I, gewonnen-, wobei die Proteinkonzentration der 
Kollagenlosung vorzugsweise 5 bis 7 mg/ml betragt. 
Der pH-Wert der Kollagenlosung betragt 0,1 bis 6,9, 
vorzugsweise 2,0 bis 5,0, bevorzugt 3,0 bis 4,5, 
insbesondere 3,2 bis 4,2 und besonders bevorzugt 

25 3, 8, Zur Herstellung der erf indungsgemafien 
Fibroblasten-haltigen Biomatrix wird die Kollagen- 
losung bei 2°C bis 10°C, vorzugsweise bei 4°C, mit 
einer Losung, enthaltend ein, vorzugsweise funffach 
konzentriertes , Zellkulturmedium, vorzugsweise 

30 funffach konzentriertes M199-Zellkulturmedium, Puf- 
fer, vorzugsweise Hepes-Puf f er , Serum, vorzugsweise 
fotales Kalberserum (FCS), und Chondroitin- ( 4/6) - 
sulfat, und vorzugsweise 1,5 x 10 5 /ml Fibroblasten, 
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insbesondere vorkultivierten Fibroblasten, versetzt 
und gut gemischt. Dieses Gemisch wird in die Ver- 
tiefungen einer Mikrokulturplatte mit 24 Vertiefun- 
gen, wobei jede Vertiefung einen Durchmesser von 10 
5 - mm aufweist, gegeben und durch Erhohung der Tempe- 
ratur auf beispielsweise Raumtemperatur oder 
37°erfolgt eine Gelierung. Nach dem Gelieren der 
Fibroblasten-Kollagengele wird Fibronectin, vor- 
zugsweise humanes Fibronectin, auf die Gele gege- 

10 ben. Bei Fibronectinen handelt es sich urn. in 
Fibroblasten produzierte Struktur- beziehungsweise 
Adhasionsproteine, deren Funktion in vivo in der 
Bindung an andere Makromolekule, beispielsweise 
Kollagen, und in der Anhef tung von Zellen an Nach- 

15 barzellen besteht. Durch die Zugabe von Fibronekti- 
nen zur Fibroblasten-Kollagenmatrix wird also die 
Bindung der Fibroblasten sowohl an Kollagen als 
auch untereinander begiinstigt. Die anschliefiende 
Kultivierung der Fibroblasten im Kollagengel er- 

2 0 folgt vorzugsweise in Submers-Kultur . Im Zusammen- 
hang mit der vorliegenden Erfindung wird unter ei- 
ner „Submers--Kultivierung" oder einer „Submers- 
Kultur xx ein Verfahren zur Kultivierung von Zellen 
verstanden, wobei die Zellen mit einer Nahrlosung 

2 5 bedeckt sind. Die Fibroblasten enthaltende Biomat- 
rix wird also mit Zellkulturmedium uberschichtet 
und' bei 37°C inkubiert. 

In einer vorteilhaf ten Ausf uhrungsf orm der Erfin- 
dung konnen die in der Biomatrix kultivierten 
30 Fibroblasten wieder aus der Biomatrix herausgelost 
und gegebenenf alls erneut in eine Biomatrix einge- 
bracht werden, wobei die Zellen nach. Herauslosen 
ihre spezifischen Stof f wechselleistungen und ihren 
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Dif f erenzierungsstatus nicht verlieren. Das erfin- 
dungsgemaiie Verfahren gestattet es also, eine Zwi- 
schenkultivierung der Fibroblasten in der Biomatrix 
durchzufuhren. Bei einer geringen Ausgangsmenge an 
5 Fibroblasten bietet das erf indungsgemafie Verfahren 
daher den Vorteil, dass geniigend Zellmaterial fur 
die Hersteliung von Dermisaquivalenten und/oder 
tfautaquivalenten zur Verfiigung gestellt werden 
kann. . : 

. 10 Eine weitere vorteilhaf te .Ausgestaltung der Erfin- 
dung sieht vor, das dermale Fibroblasten, die in 
ihrer Funktion, ihrer Morphologie und/oder ihrem 
Differenzierungsstatus uberpruft werden sollen, in 
eine vorstehend genannte dreidimensionale Biomatrix 

15 eingebracht, kultiviert und dabei- und/oder danach 
uberpruft werden. Die Erfindung betrif ft daher auch 
unter Verwendung dermaler Fibroblasten durchgefuhr- 
te Screening- und Diagnoseverf ahren, wobei die 
Fibroblasten gemaii dem vorstehend heschriebenen 

20 Verfahren kultiviert und dabei und/oder anschlie- 
ftend untersucht werden konnen, zum Beispiel auf 
pharmakologische, toxikologische, physiologische, 
morphologische und/oder molekularbiologische Para- 
meter . 

25 In einer weiteren vorteilhaf ten Ausf uhrungsf orm der 
Erfindung werden die dermalen Fibroblasten in der 
dreidimensionalen Biomatrix, wie vorstehend be- 
schrieben, so kultiviert, dass an s chile ft end ein 
Dermisaquivalent gewonnen werden kann. Im Zusammen- 

30 hang mit der vorliegenden Erfindung wird unter ei- 
nem ^Dermisaquivalent" eine Bindegewebe-artige 
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Schicht aus Kollagen und Fibroblasten verstanden, 
die weitgehend der nativen Dermis entspricht . 

Das so erhaltene Dermisaquivalent kann fur Scree- 
ning- und Diagnoseverf ahren verwendet werden, ins- 
5 besondere zur Untersuchung der Wirkungen chemischer 
Substanzen, bei spiel sweise potentieller Arzneimit- 
tel oder Bestandteile von Kosmetika, oder anderer 
Agenzien. Iiu Zusammenhang mit der vorliegenden Er- 
findung werden unter dem Begriff „Agens" oder „A- 

10 genzien" insbesondere auf die Haut oder Hautzellen 
wirkende physikalische Mittel wie Licht, Warme, o- 
der ahnliches, verstanden. Die Erfindung betrifft 
daher auch Screening- und Diagnoseverf ahren unter 
Verwendung der erf indungsgemaft hergestellten Dermi- 

15 saquivalente . 

Eine bevorzugte Ausfuhrung der Erfindung umfasst 
die Behandlung des Dermisaquivalents in. An- und Ab- 
wesenheit der zu untersuchenden Substanz und/6der 
des zu untersuchenden Agens und den Vergleich der 
20 beobachteten Auswirkungen auf die Zellen oder Zell- 
bestandteile des Dermisaquivalents • 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrung der Erfindung 
umfasst ein Verfahren zur Untersuchung der Penetra- 
tion von Substanzen unter Verwendung des erfin- 
25 dungsgemafi hergestellten Dermisaquivalents und un- 
ter Verwendung eines erf indungsgemaJien Hautaquiva- 
lents, das aus einem Dermisaquivalent und einem E- 
pidermisaquivalent besteht. 

Eine besonders bevorzugte Ausf iihrungsf orm der Er- 
30 findung betrifft auch ein vorgenanntes Verfahren 
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zur Kultivierung dermaler Fibroblasten in einer 
Biomatrix zur Herstellung eines aus Dermisaquiva- 
lent und Epidermisaquivalent bestehenden Hautaqui- 
valentes. Dabei werden. ein bis drei Tage, vorzugs- 
5 weise zwei Tage, nach der vorstehend beschriebenen 
Herstellung und Inkubation der Kollagen- 
Fibroblasten-Gele Keratinocyten auf das Gel ausge- 
sat. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 

10 den unter ^Keratinocyten" Zellen der Epidermis; die 
verhornendes Plattenepithel bilden, oder gentech- 
nisch veranderte Keratinocyten oder deren Vorlaufer 
verstanden, die tierischer oder menschlicher Her- 
kunft sein konnen. Da die Ausbildung einer gut dif- 

15 ferenzierten Epidermis mit intakter Verhornung in 
starkem MaJie vom Anteil basaler Stammzellen in den 
verwendeten Keratinocyten abhangt, handelt es sich 
bei den auf das Kollagengel ausgesaten Keratinocy- 
ten vorzugsweise um moglichst undif f erenzierte Ke- 

20 ratinocyten-Stammzellen aus humanem Biopsiegewebe, 
das heisst Cytokeratin 19- beziehungsweise Integrin 
pl-positive basale Stammzellen. Vorzugsweise han- 
delt es sich dabei um vorkultivierte Zellen, beson- 
ders bevorzugt um Keratinocyten in der ersten oder 

25 in der zweiten Zellpassage . Die Aussaat der Kerati- 
nocyten auf die Biomatrix erfolgt vorzugsweise in 
einem Zellkulturmedium, besonders bevorzugt in KBM- 
M'edium (Clonetics) , das 5% f Stales Kalberserum ent- 
halt. AnschlieJSend wird die Biomatrix mit KBM- 

30 Medium, enthaltend humanen epidermalen Wachstums- 
faktor (hEGF) (0,1 p.g/500 ml Medium), BPE (15 mg/ 
500 ml Medium) und 0,8 mM CaCl 2 , uberschichtet und 
einer vorzugsweise 1 - bis 3-tagigen Submers- 
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Kultivierung unterworfen. Eine vollstandige Diffe- 
renzierung der Keratinocytenschichten wird durch 
eine Airlif t-Kultur mit 1,8 mM CaCl 2 enthaltendem 
KBM-Medium ohne hEGF und BPE erreicht . Im Zusammen- 
5 hang mit der vorliegenden Erfindung wird unter ei- 
ner „Airlif t-Kultur" eine Kultur verstanden, wobei 
die Hohe des. Nahrmedienspiegels genau auf die Hohe 
der Biomatrix abgestimmt ist, wahrend die Keratino- 
cyten oder durch die Keratinocyten gebildeten Zell- 

10 schichten iiber dem Nahrmedienspiegei liegen und vom 
Nahrmedium nicht bedeckt werden, das heisst die 
Kultivierung erfolgt an der .Grenzschicht Luft- 
Nahrmedium, wobei die Versorgung der Kulturen von 
unten her erfolgt. Dazu werden die Inserts aus der 

15 Mikrotiterplatte mit 24 Vertiefungen in die Vertie- 
fungen einer Mikrotiterplatte mit 6 Vertiefungen. 
mit jeweils einem Durchmesser von 3,5 cm iibertra- 
gen. Nach einer, vorzugsweise 12- bis 14-tagigen 
Airlif t-Kultur entwickelt sich ein hauttypisches , 

20 aus Dermisaquivalent und Epidermisaquivalent beste- 
hendes in vitro-Vollhautmodell . 

Das erf indungsgemafie Verfahren zur Herstellung ei- 
nes in vitro-Vollhautmodells kann vorteilhaf terwei- 
se so modifiziert werden, dass vor, wahrend oder 
25 nach der Aussaat von Keratinocyten weitere Haut- 
zelltypen, wie Melanocyten, Immunzellen und/oder 
Endothelzellen, auf der Biomatrix ausgesat und wei- 
ter kultiviert werden konnen. 

Die Erfindung betrifft daher auch ein hauttypisches 
30 in vitro-Vollhautmodell, insbesondere ein humanes 
in vitro-Vollhautmodell, das nach dem erf indungsge- 
maBen Verfahren und einem gegebenenf alls anschlie- 
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lienden und/oder vorausgehenden Kultivierungsverf ah- 
ren herkoirunalicher Art hergestellt wurde und das 
mindestens 2 bis 4 proliferative, einige differen- 
zierende und .mindestens 4 bis 5 verhornte Zell- 
schichten umfasst, wobei das Epidermisaquivalent 
Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulo- 
sum und Stratum corneum umfasst und wobei zwischen 
dem Dermisaquivalent und dem Epidermisaquivalent 
eine f unktionsf ahige Basalmembran aus Matrixprotei- 
nen enthalten ist und wobei daruber hinaus hautty- 
pische Proteine wie Fillgrin, Ki-67 und Cytokeratin 
10 exprimiert werden. 

Aufgrund der Komplexitat des hergestellten Hautmo- 
dells kann dieses . gezielt fur verschiedene Frage- 
stellungen der chemiseh-pharmazeutischen Industrie 
und der kosmetischen Industrie verwendet werden. 
Insbesondere eignet sich das erf indungsgemaft herge- 
stellte Hautaquivalent zur Produktpriif ung, bei- 
spielsweise im Hinblick auf Wirksamkeit, uner- 
wiinschte Nebenwirkungen, beispielswei.se Reiz-, To- 
xizitats- und Entziindungswirkungen oder allergie- 
auslosende Wirkungen, oder Vertraglichkeit von Sub- 
stanzen. Dabei kann es sich urn Substanzen handeln, 
die potentielle Verwendung als Arzneimittel, insbe- 
sondere als Dermatika, finden sollen, oder um Sub- 
stanzen, die Bestandteil von Kosmetika sind. Das 
erf indungsgemaft hergestellte Hautaquivalent kann 
beispielsweise auch fur Studien zur Resorption, zum 
Transport und/oder zur Penetration von Substanzen 
verwendet werden. Daruber hinaus eignet es sich 
auch zur Untersuchung anderer Agenzien, wie Licht 
oder Warme, beispielsweise zur Untersuchung der 
Phototoxizitat , also der schadigenden Wirkung von 
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Licht unterschiedlicher Wellenlange, auf Zellstruk- 
turen. Das erf indungsgemafi hergestellte Hautaquiva- 
lent kann selbstverstandlich auch zur Untersuchung 
der Wundheilung eingesetzt werden. 

5 Die Wirkungen von Substanzen oder Agenzien auf 
menschliche Haut lassen sich beispielsweise anhand 
der Freisetzung von Stoffen, beispielsweise Cytoki- 
nen oder Mediatoren, durch Zellen des humanen Haut- 
modellsystems, sowie der Wirkungen auf Genexpressi- 

10 on, Stof fwechsel, Proliferation," Dif f erenzierung 
und Reorganisation dieser Zellen ermitteln. Unter 
Verwendung von Verfahren zur Quantif izierung der 
Zellschadigung, insbesondere unter Verwendung eines 
Vitalf arbstof f es, wie eines Tetrazoliumderivates , 

15 konnen beispielsweise cytotoxische Wirkungen auf 
Haut zellen nachgewiesen werden. Die Tests von Sub- 
stanzen oder Agenzien an dem erf indungsgemaJien hu- 
manen Hautaquivalent konnen sowohl histologische 
Verfahren als auch immunologische und/oder moleku- 

20 larbiologische Verfahren umfassen. 

Eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erfindung um- 
fasst daher Verfahren zur Untersuchung der Wirkung, 
insbesondere der pharmakologischen Wirkungen, von 
Substanzen oder Agenzien auf menschliche Haut unter 

25 Verwendung des erf indungsgemaft hergestellten huma- 
nen Hautaquivalentes . In einer besonders bevorzug- 
ten Ausf uhrungsf orm wird dabei ein EZ4U-Test durch- 
gefuhrt. EZ4U ist ein nicht-toxisches wasserlosli- 
ches gelbes Tetrazoliumsalz, das von lebenden Zel- 

30 len zu intensiv gefarbten Formazanen reduziert wer- 
den kann. Die Reduktion erfordert intakte Mito- 
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chondrien und der Test kann daher zum Nachweis der 
Vitalitat von Zellen eingesetzt ■ werden . 

Eine weitere bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erfin- 
dung umfasst ein Verfahren zur Untersuchung der Pe- 
5 netration von Substanzen, wobei sowohl ein erfin- 
dungsgemafi hergestelltes Dermisaquivalent' als auch 
ein erfindungsgemafi hergestelltes Hautaquivalent 
mit den zu untersuchenden Substanzen behandelt wer- 
den und die bei beiden Systemen erhaltenen Ergeb- 
10 nisse miteinander ve'rglichen werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
Erfindung werden die Wirkungen chemischer Substan- 
zen oder anderer Agenzien auf spezielle Hauttypen 
untersucht. Dabei werden Zellen definierter Hautty- 
15 pen, beispielsweise Hauttypen mit wenig Pigmenten 
und/oder Hauttypen mit vielen Pigmenten, zur Etab- 
lierung erf indungsgemafier Hautaquivalente einge- 
setzt und diese werden im Hinblick auf die Wirkung 
von Substanzen oder Agenzien getestet. 

20 In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsform der Erfindung wird das erf indungsgemafi 
hergestellte Hautaquivalent als Modellsystem zu Un- 
tersuchungen von Hautkrankheiten und zur Entwick- 
lung neuer Behandlungsmoglichkeiten fur Hautleiden 

25 verwendet. Beispielsweise konnen Zelllinien von Pa- 
tienten mit einer bestimmten Hautkrankheit verwen- 
det werden, um daraus patientenspezif ische Hautmo- 
dellsysteme zu etablieren und daran die Wirksamkeit 
bestimmter Therapien und/oder Medikamente zu unter- 

30 suchen und zu beurteilen. 
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Die Erfindung betrifft auch eine, vorzugsweise ge- 
lartige, Biomatrix, in cier die vorgenannten Kulti- 
vierungsverf ahren durchgef tihrt werden konnen, und 
zwar eine Biomatrix mit dermalen Fibroblasten . Die 
5 erf indungsgemafi vorgesehene Kombination aus Biomat- 
rix und darin kultivierten dermalen Fibroblasten 
kann, wie vorstehend beschrieben, zur Herstellung 
eines Dermisaquivalentes und/oder eines organoiden 
Vollhautmodells verwendet werden. 

10 Unter einer Biomatrix wird eine Gelstruktur ver- 1 
standen, die Kollagen, Zellkulturmedium, Serum und 
Puffer, beispielsweise Hepes-Puf f er , enthalt. Die 
Kollagenlosung, die fur die Herstellung der Biomat- 
rix verwendet wird, ist eine Losung, die einen ho- 

15 hen Anteil an nicht denaturiertem, nativem Kollagen 
in saurem, wassrigem Medium enthalt, vorzugsweise 
mit einem pH-Wert von 3,8, beispielsweise in Essig- 
saure, bevorzugt in 0,1 %iger Essigsaurelosung . Ein 
hoher Anteil von nicht denaturiertem Kollagen be- 

20 deutet einen Anteil am Gesamtkollagen in Losung von 

> 50%, insbesondere > 60%, > 70%, > 80%, > 90% oder 

> 95 %, vorzugsweise > 99%. In einer bevorzugten 
Ausf uhrungsf orm wird dabei kein lyophilisiertes 
Kollagen verwendet. Der Kollagengehalt der Losung 

25 betragt vorteilhaf terweise 3 mg Kollagen pro ml Lo- 
sung bis 8 mg Kollagen pro ml Losung, bevorzugter 5 
mg Kollagen pro ml Losung bis 7 mg Kollagen pro ml 
Losung, am bevor zugtesten 6 mg Kollagen pro ml Lo- 
sung. Vorzugsweise wird dabei Kollagen verwendet, 

30 das nach Isolierung, beispielsweise aus Ratten- 
schwanzen, in 0,1 %iger Essigsaure drei bis vier- 
zehn Tage bei 4°C unter Ruhren inkubiert wurde und 
wobei nicht geloste Kollagenanteile abzentrif ugiert 
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wurden. Bevorzugte Zellkulturmedien sind DMEM (Dul- 
becco's Modified Eagle Medium) und M199. Jedoch 
kann auch jedes andere beliebige Zellkulturmedium 
verwendet werden, welches die Kultivierung von 
5 Fibroblasten ermoglicht. Als Serum wird vorzugswei- 
se fotales Kalberserum (FCS) verwendet und als Puf- 
fer zum Beispiel Hepes-Puf f er . Der pH-Wert der Lo- 
sung aus Zellkulturmedium, Puffer und Serum betragt 
in bevorzugter Ausfuhrung 7,5 bis 8,5, beispiels- 
10 weise 7,6 bis 8,2, insbesondere 7,8. Selbstver- 
standlich kann die Biomatrix weitere Faktoren, bei- 
spielsweise Wachstumsf aktoren, Adhasionsmittel, An- 
tibiotika, Selektionsmittel und ahnliche enthalten. 

Die Erfindung betrifft daher auch Verfahren .zur 

15 Herstellung einer dermale Fibroblasten enthaltenden 
Biomatrix, wobei in einem ersten Schritt frisches 
Kollagen menschlichen oder tierischen Ursprungs, 
beispielsweise aus Rattenschwanzen, hergestellt 
wird, indem aus kollagenhaltigem Gewebe isolierte 

20 Kollagenf asern in Pufferlosung gesammelt, in Alko- 
hoi oberf lachlich desinfiziert und anschlieJiend in 
Pufferlosung gewaschen und anschlieftend in eine 
saure Losung eines pH-Wertes von 0,1 bis 6,9, vor- 
zugsweise 2,0 bis 5,0, besonders bevorzugt 3,0 bis 

25 4,0, insbesondere 3,3, zum Beispiel eine 0,1 %ige 
Essigsaurelosung, uberfiihrt werden. Anschliefiend 
wird in einem weiteren Schritt das in der Losung 
befindliche Kollagen bei 2 bis 10°C, insbesondere 
4°C, fur einige Tage, zum Beispiel 3 bis 14 Tage, 

30 geruhrt, die nicht gelosten Kollagenanteile werden 
abzentrif ugiert und eine Kollagenlosung mit einem 
Kollagengehalt von 3 mg/ml bis 8 mg/ml bei 2 bis 
10°C, zum Beispiel 4°C, auf bewahrt . Selbstver stand- 
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lich ist es moglich, die Losung in gefrorenem Zu- 
stand zwischenzulagern, zum Beispiel bei -10°C bis 
-80°C, insbesondere -20°C. Zur Herstellung der er- 
f indungsgemaJJen Fibroblast en-haltigen Biomatrix 
5 wird in einem dritten Schritt die Losung aus, vor- 
zugsweise fiinffach konzentriertem, Zellkulturmedi- 
um, Serum und Puffer mit vorkuitivierten und ab- 
zentrif ugierten Fibroblasten gemischt, wobei vor- 
zugsweise 1 x 10 5 bis 2 x 10 5 Zellen pro ml, bevor- 

10 zugt 1,5 x 10 5 Zellen pro ml, verwendet werden . 
Diese Losung beziehungsweise Suspension ' eines pH- 
Wertes von 7,5 bis 8,5, bevorzugt 7,6 bis 8,2, ins- 
besondere 7,8, wird anschliefiend, besonders bevor- 
zugt im Verhaltnis 1:2, mit der vorgenannten Kolla- 

15 genlosung bei 2 bis 10°C, insbesondere 4°C, ge- 
mischt. Anschlieiiend wird die Geliosung in Kultur- 
gefafte pipettiert und nach Gelieren bei 37 °C mit 
Medium uberschichtet . Sodann wird die Biomatrix 
mindestens 2 Tage kultiviert und anschlieBend kon- 

20 nen Keratinocyt en darauf ausgebracht werden. 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung 
ergeben sich aus der Beschreibung . 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Figuren und 
Beispiele naher erlautert. 

25 Figur.l zeigt einen Langsschnitt nativer menschli- 
cher Haut und einen Langsschnitt eines erfindungs- 
gemafl hergestell ten humanen Hautaquivalents . 

Figur 2 stellt ein Saulendiagramm dar, das die pro- 
zentuale Veranderung des Zellmetabolismus von Haut- 
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aquivalenten zeigt, die im EZ4U-Test 48 Stunden mit 
zu testenden Substanzen inkubiert wurden. 

Figur 3 stellt in grafischer Form die Veranderung 
des Interleukin 1 a-Gehaltes in den Medieniiberstan- 
5 den von Hautaguivalenten dar, die 24 Stunden (24h- 

1) und 48 Stunden (24h-2) mit unterschiedlichen 
SDS-Konzentrationen inkubiert worden waren. 

Figur 4 zeigt die Veranderung des Interleukin 1 a- 
Gehaltes in den Medienuberstanden von Hautaquiva- 
10 lenten, die 24 Stunden (24h-l) und 48 Stunden (24h- 

2) mit zu testenden Substanzen inkubiert worden wa- 
ren. 

Figur 5 zeigt die Veranderung des PGE2~Gehaltes in 
den Medienuberstanden von Hautaquivalenten dar, die 
15 24 Stunden (24h-l) und 48 Stunden (24h-2) mit un- 
terschiedlichen SDS-Konzentrationen inkubiert wor- 
den waren. 

Figur 6 zeigt in grafischer Form die Veranderung 
des ;PGE 2 -Gehaltes in' den Medienuberstanden von 
20 Hautaquivalenten, die 24 Stunden (24h-l) und 48 
Stunden (24h-2) mit zu testenden Substanzen inku- 
biert worden waren. 
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Beispiel 1: 

Hers tel lung eines <±r eidimens ionalen humanen Haut- 
aquivalents 

Herstellung einer Gellosung 

5 20 Teile funffach konzentriertes M 199-Zellkultur- 
medium (Life Technologies), 10 Teile HEPES-Puffer 
(4,76 g in 100 ml PBS-Losung, pH-Wert 7,3) und 1 
Teil Chondroitin- (4, 6) -sulfat (5: -rag/ml in PBS) wer- 
den gemischt und der pH-Wert des Gemisches wird auf 
10 7,8 eingestellt. Das Gemisch wird sterilf iltriert 
und anschliefiend mit 10 Teilen fotalem Kalberserum 
versetzt. 



Herstellung einer Kollagenlosung 

15 Zur Herstellung einer Kollagenlosung wird kollagen- 
haltiges Gewebe, wie zum Beispiel Sehnen aus Rat- 
tenschwanzen, verwendet. Alle Arbeiten werden unter 
sterilen Bedingungen mit sterilen Materialien 
durchgefuhrt . Die Rattenschwanze werden nach Lage- 

20 rung bei -20°C mit 7 0%-igem Alkohol oberf lachlich 
desinf iziert . Die Haut der Rattenschwanze wird ab- 
gezogen und die einzelnen Kollagenf asern werden he- 
rausgezogen. Bei Verwendung anderer Ausgangsgewebe 
konnen gegebenenf alls vorhandene Zellen schonend 

25 durch mechanische, enzymatische oder chemische Be- 
handlung entfernt werden. Die Kollagenf asern werden 
in phosphatgepuf f erter Kochsalzlosung (PBS) (pH 
7,2) gesammelt, in 70%-igem Alkohol 10 min ober- 
flachlich desinfiziert und anschliefiend grundlich 
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mit PBS gewaschen. Das Gewicht der Fasern wird be- 
stimxnt und die Fasern werden in eine 0,1%-ige es- 
sigsaurelosung uberfuhrt (Endkonzentration etwa 8 
bis 12 mg/ml) . Dieser Ansatz wird etwa 3 bis 14 Ta- 
5 ge bei 4°C geriihrt und anschliefiend werden die 
nicht gelosten Kollagenteile mittels Zentrif ugation 
(1000 Upm, 1 Stund, 8°C) entfernt. Dadurch liegt 
das Kollagen in Losung und nicht in faser-, Geriist- 
oder Matrixform vor. 

10 Herstellung der dermale Fibroblasten enthaltenden 
Kollagengele (Ansatz fur 24 Inserts) 

16 ml -Kollagenlosung werden in ein 5 0 ml- 
Zentrif ugenrohrchen gegeben und auf Eis gestellt. 
Vorkultivierte dermale Fibroblasten werden geernet 

15 und ausgezahlt. 1,2 x 10 6 Fibroblasten werden in 8 
ml eiskalte Gellosung aufgenommen, gut suspendiert 
und luf tblasenf rei in die Kollagenlosung gegeben. 
Kollagenlosung. Gellosung und Fibroblasten werden 
gut gemischt. Jeweils 600 [il des Gemisches werden 

20 vorsichtig in die Vertiefung einer Mikrotiterplatte 
mit 24 Vertiefungen (Durchmesser je Vertiefung 10 
mm) gegossen. Durch eine zweiminiitige Inkubation 
bei 37°C erfolgt eine Gelierung des Gemisches. Nach 
dem Gelieren des Gemisches werden jeweils 50 |il 

25 Fibronectin (5 |ug/ml) auf jedes Insert gegeben. 
Nach einer 10-minutigen Inkubation bei 37°C bezie- 
hungsweise einer 30-minutigen Inkubation bei Raum- 
temperatur wird pro Vertiefung 1 ml M199-Medium zu- 
gegeben, wobei die Inserts mit dem Medium iiber- 

30 schichtet werden. Die im Gel enthaltenen 
Fibroblasten werden etwa 1 bis 2 Tage dieser Sub- 
mers-Kultivierung bei 37°C unterworfen, wobei je- 
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weils nach 12 Stunden das Medium gegen frisches Me- 
dium ausgetauscht wird. 

Aussaat der Keratinocyten und Kultivierung der 
Hautaqui valerate 

5 Vor der Aussaat der Keratinocyten wird zunachst 
vorsichtig das Medium in den Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte und von den Gelen abgesaugt. Dann 
werden pro Vertiefung 500 [il KBM-Medium (Clone- 
tics), enthaltend 5% FCS. Die Gele werden mit je- 

10 weils 50 fil Fibronectin-Losung beschichtet und 1 
Stunde bei 37°C inkubiert. Dann werden pro Gel 
100.000 Keratinocyten in 50-100 \il KBM-Medium, ent- 
haltend 5% FCS, ausgesat und 1 bis 2 Stunden bei 
37°C inkubiert. Anschlieflend werden 500 jul KBM- 

15 Medium, enthaltend 5% FCS, 8 mM CaCl 2 , hEGF (0,1 
]ig/500 ml Medium) und BPE (15 mg/500 ml Medium), 
zugegeben und die Gele werden 1 bis 3 Tage einer 
Submers-Kultivierung unterworfen, wobei das Medium 
taglich gegen frisches Medium ausgetauscht wird. 

20 Danach werden die Gele weitere 2 bis 3 Tage in je- 
weils 1 bis 1,5 ml KBM-Medium, enthaltend 2% FCS, 8 
mM CaCl 2 , hEGF und BPE einer Submers-Kultivierung 
unterworfen. Danach werden die Gele mit dem sich 
entwickelnden Hautaquivalent einer Airlift- 

25 Kultivierung unterworfen. Dazu werden die Gele in 
eine Platte mit 6 Vertiefungen umgesetzt und pro 
Vertiefung werden 1,5 bis 2 ml KBM-Medium mit einem 
CaCl 2 -Gehalt von 1,8 8 mM ohne hEGF und BPE zugege- 
ben, wobei der Spiegel des Mediums genau auf die 

30 Hohe des Gels abgestimmt wird, wahrend die Kerati- 
nocyten oder die durch Keratinocyten gebildeten 
Schichten nicht vom Medium bedeckt werden. Die Air- 
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lif t-Kultivierung wird mindestens 12 bis 14 Tge 
f ortgef iihrt . 

Die Figur 1 stellt vergleichend native menschliche 
Haut und ein erf indungsgemaBes humanes Hautaquiva- 
lent dar. 



Beispiel 2 : 

Test chemi s cher Sub s tan z en an einem dreidimensiona- 
len humanen Haut Equivalent 

10 Substanzproben wurden zur Testung am humanen Haut- 
Equivalent eingesetzt. Eine moglicherweise irrita- 
tive Wirkung der Proben auf das Vollhautmodell 
sollte nach 48 Stunden Inkubationszeit liber den 
EZ4U-Metabolismus gepruft werden. Die Sekretion von 

15 Ilia und PGE 2 sollte in den Medienuberstanden nach 
24 Stunden und nach 48 Stunden mittels ELISA ermit- 
telt werden. Als Ref erenzsubstanz wurden unter- 
schiedliche Konzentrationen von SDS mitgefuhrt. Zum 
Abschluss wurden alle getesteten Hautaquivalente 

20 fixiert und der morphologische Aufbau an gefarbten 
Paraf f inschnitten gepruft und ausgewertet. 

Bei dem als Ref erenzsubstanz verwendeten SDS wurden 
die Expositionszeit (Et50) von 1 %igem SDS und die 
Ec50-Konzentrationen iiber 24 Stunden beziehungswei- 
25 se 48 Stunden Inkubationszeit ermittelt. 

Die Hautaquivalente wurden je in einem 6-well mit 1 
ml Medium angesetzt (KGM ohne hEGF ohne BPE f und 
mit 1,8 mM CaCl 2 ) - Die Inkubation der Proben auf 
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der Oberflache der entsprechenden Hautmodelle er- 
folgte nach folgendem Schema: 

Tag 1: Aufbringen von 3 pi Substanz morgens und 
nachmittags. 

5 Tag 2: Medienwechsel und Einfrieren der Medieniiber- 
stande fur die Ilia- und PGE 2 -Bestimmung Behand- 
lung mit 3 pi Substanz morgens und nachmittags. 

Tag 3: Einfrieren der Medieniiberstande fur die 
Ilia- und PGE 2 -Bestimmung. Ermittlung des Zellmeta- 
10 bolismus im EZ4U-Test iiber einen Zeitraum von 2 
Stunden. Fixierung der Praparate und Anfertigung 
von gefarbten Paraf f inschnitten fur die histologi- 
sche Auswertung. 

Die mitgef uhrten Negativkontrollen wurden entspre- 
15 chend mit 3 pi PBS behandelt . Als Ref erenzsubstanz 
beziehungsweise Positivkontrolle wurde SDS in un- 
terschiedlichen Konzentrationen (0,01%, 0,05%, 
0,1%, 0,5%, 1%) verwendet. Von alien Proben wurden 
Doppelwerte angesetzt . 

20 Der EZ4U-Test wurde wie folgt darchgef uhrt : Nach 
4 8-stiindiger Inkubation wurde der Zellmetabolismus 
der einzelnen Hautaquivalente anhand eines Vital-- 
farbstoffes (Tetrazoliumderivat ) photometrisch er- 
mittelt. Alle Aquivalente wurden vor der Durchfiih- 

25 rung es EZ4U-Tests dreimal vorsichtig mit 1,5 ml 
PBS gewaschen. Eine Umsatzkinetik der Negativkon- 
trollen, Positivkontrollen und der mit den Proben 
behandelten Aquivalente wurde bei 450 nm (mit 620 
nm als Ref erenzwellenlange ) iiber einen Zeitraum von 

30 2 Stunden erstellt. Hierfur wurden, wie bereits be- 
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schrieben, 750 ml Assay-Medium und 75 pi Farbstoff 
pro Insert bei 37 °C inkubiert . Fur SDS wurde sowohl 
die Ec50 als auch die Et50 bestimmt. Die Ermittlung 
der Et50 erfolgte nach unterschiedlichen Expositi- 
5 onszeiten von 1% SDS (3 sec, 30 sec, 60 sec, 5 min, 
15 min) . 

Der Gehalt an Ilia und PGE 2 in den Medienuberstan- 
den nach 2 4 Stunden und 4 8 Stunden Inkubation der 
Proben wurde anhand kommerziell erhaltlicher ELISA 
10 Tisstkits nach Vorschrift bestimmt. 1 

Die Hautaquivalente wurden histologisch untersucht, 
wobei die Prapaxate in Bouin's Solution fixiert und 
in Paraffin eingebettet, histologische Schnitte an- 
gefertigt und gefarbt wurden. 

15 Die Ermittlung des Zellmetabolismus von Negativkon- 
trolle, Referenz beziehungsweise Positivkontrolle 
und der Proberiaquivalente erfolgte iiber die Berech- 
nung der Absorptionsdif f erenz (AOD) Die Veranderung 
der AOD durch den Ref erenzstandard in unterschied- 

20 lichen Konzentrationen und durch 4 8-stundige Inku- 
bation der Proben wurde bezogen auf die unbehandel- 
te Kontrolle (Negativkontrolle, 100%) in Prozent 
umgerechnet . 

Aus den ermittelten Werten wurde fur SDS eine Do- 
25 sis-Wirkungskurve beziehungsweise eine Zeit- 

Wirkungskurve erstellt und die Expositionszei t 
(Et50) beziehungsweise Konzentration (Ec50) ermit- 

telt, die eine 50%ige Zellschadigung hervorruft. Da 

die Proben lediglich unverdiinnt und alle iiber einen 
30 Zeitraum von 48 Stunden inkubiert wurden, wurde die 
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jeweils ermittelte AOD prozentual zur Kontrolle 
dargestellt. 



Ergebnisse 

5 a) Cytotoxizitat der Proben 

Der Zellmetabolismus der Proben wurde nach 4 8 
Stunden Inkubation photometrisch bestimmt. An- 
hand der EZ4U-Umsatzkinetiken wurde die jeweili- 
ge Veranderung des Zellmetabolismus ermittelt, 

10 prozentual zur unbehandelten Kontrolle berechnet 

und mit der mitgef uhrten Ref erenzsubstanz ver- 
glichen. In Tabelle 1 sind die Ergebnisse dieses 
Testes dargestellt. Figur 2 zeigt die Verande- 
rungen des Zellmetabolismus von Hautaquivalenten 

15 nach 48-stundiger Inkubation von Hautaquivalen- 

ten mit unterschiedlichen Konzentrationen der 
Ref erenzsubstanz SDS . 
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Proben-Nr . 


AST-2000 


0 (Kontrolle) 


100% 


SDS 0,73% 


50% 


18 6 


47,6+17,3% 


187 


56, 6+23, 4% 


188 j 


45+13,8% 


189 


46,5±22,8% 


190 ' 


67±25, 6% 


191 


55,7±25, 9% 


342 


39,7±13,6% 


355 


46,1±12,5% 



Tabelle 1: Prozentuale Veranderung des Zellmetabo- 
lismus nach 4 8 Stunden Inkubation mit 
den Proben, relativ zur unbehandelten 
5 Kontrolle (100%) 



b) Cytokinausschuttung am Beispiel von Interleukin 
la (Ilia) 

Die induzierte Sekretion des Cytokins Ilia wurde 
10 nach einmal 24 Stunden und nach einer anschlie- 

fienden weiteren Inkubation fur 24 Stunden mit 
Testsubstanzen in den Medienuberstanden der A- 
quiyalente durch ELISA quantif iziert . Als Test- 
substanzen wurden die Proben sowie unterschied- 
15 liche Konzentrationen von SDS verwendet . 
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Sekretion von Ilia nach SDS Stimulation 

Die Ausschuttung von Ilia steigt im Haut-Modell 
mit zunehmender SDS-Konzentration kontinuierlich 
an und erreicht ein Maximum bei 1 % SDS von mehr 
5 als 100 pg/ml pro Hautaquivalent . Die Werte sind 

nach der zweiten Inkubation insgesamt noch er- 
hoht - 

Sekretion von Ilia nach Inkubation mit den Pro- 
ben 

10 Die Illa-Ausschlittung durch die Proben war im 

Haut-Modell nach 24 Stunden Inkubation relativ 
gering ' (15-25 pg/ml) , nach einer zweiten Inkuba- 
tion von 2 4 Stunden konnten jedoch deutlich er- 
hohte Ilia Werte gemessen werden. 

15 In Figur 3 sind die mit der Ref erenzsubstanz SDS 

erhaltenen Ergebnisse gezeigt. Figur 4 zeigt die 
mit den getesteten Proben erhaltenen Ergebnisse. 

c) Expression des - Eicosanoids Prostaglandin 

E 2 (PGE 2 ) 

Die Synthese des Entzundungsmediators PGE 2 wurde 
bei dem Haut-Modell nach einmaliger Inkubation 
fur 24 Stunden und nach einer anschlielienden 
zweiten Inkubation fur 24 Stunden Inkubation mit 
Testsubstanzen in den Medienuberstanden der A- 
quivalente quantitativ durch ELISA ermittelt . 
Als Testsubstanzen wurden die Proben 18 6-355 so- 
wie unterschiedliche Konzentrationen von SDS 
verwendet . 



20 



25 
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Synthese von PGE 2 nach SDS-Stimulation 

Die Synthese von PGE 2 bleibt im Haut-Modell bis 
zu einer SDS Konzentration von 0,5% nahezu un- 
verandert gering und steigt aber bereits nach 
den ersten 24 Stunden bei einer Konzentration 
von 1% SDS steil an bis auf mehr als 4 000 pg/ml 
pro Hautaquivalent . Die Werte sind nach der 
zweiten Inkubation fur 24 Stunden praktisch un- 
verandert (Figur 5) . 

Synthese von PGE 2 nach Inkubation mit den Proben 

Im Haut-Modell wurde durch die Proben eine deut- 
liche PGE 2 Synthese induziert. 

! ! i 

Figur 5 zeigt den Einfluss der Ref erenzsubstanz 
SDS auf die Synthese von PGE 2 in den erfindungs- 
gemafien Hautaquivalenten, wahrend Figur 6 den 
Einfluss der getesteten Proben auf die PGE 2 - 
Synthese zeigt. 

Zusainmenf assend kann festgestellt werden, dass 
das Haut-Modell sehr sensibel und dif f erenziert 
auf Irritationen reagiert. So ist beispielsweise 
bei der Illa-Ausschuttung durch SDS ein konzent- 
rationsabhangiger Anstieg zu beobachten. Die un- 
tersuchten Proben zeigten ebenfalls eine deut- 
lich verstarkte Illa-Sekretion mit zunehmender 
Inkubationszeit . 

Die Untersuchung der PGE 2 -Synthese zeigt, dass 
beim Haut-Modell durch Irritation eine vermehrte 
Ausschiittung ausgelost wird. So steigt die PGE 2 - 
Synthese stark an. Die Werte sind vergleichbar 
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mit der Irritationsschwelle von SDS Ec50 von 
0,73%. Deutliche Werte konnten auch nach Inkuba- 
tion der Proben gemessen werden. 

d) Histologische Veranderungen der Hautaquivalente 

5 Der morphologische Aufbau aller getesteten Aqui- 

valente wurde im Anschluss an die EZ4U-Versuche 
histologisch untersucht und ausgewertet. Die 
histologischen Schnitte zeigten eine differen- 
zierte Schadigung in Abhangigkeit des Irritati- 
10 onsgrades. Die untersuchten Proben haben nach 

zweimal 24 Stunden Inkubation rait mehrmaligem 
Auftragen der Probe die Verhornung teilweise 
aufgeweicht, die prolif erativen Zellschichten 
aufgelockert und mehr Oder weniger geschadigt. 



15 
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Anspzrticlie 

5 1 . Verf ahren zur Vermehrung von dermalen Fibro- 
blasten, wobei die dermalen Fibroblasten eingebet- 
tet in einer . dreidimensionalen, gelartigen Biomat- 
rix, enthaltend mindestens 3 mg/ml Kollagen in ge- 
puffertem serum-haltigen Zellkulturmedium, kulti- 
10 viert werden. 

2. Verf ahren zur Uberpriif ung der Funktion, Morpho- 
logie und/oder des Dif f erenzierungsstatus 1 von der- 
malen Fibroblasten, wobei die zu uberpriif enden der- 
malen Fibroblasten in eine dreidimensionale, gelar- 

15 tige Biomatrix, enthaltend mindestens 3 mg/ml Kol- 
lagen in gepuffertem serum-haltigen Zellkulturmedi- 
um, eingebracht, in dieser kultiviert und gleich- 
zeitig oder danach uberpriif t werden. 

3 . Verf ahren zur Herstellung eines in vitro- 
20 Dermisaquivalentes, wobei dermale Fibroblasten in 

eine dreidimensionale, gelartige Biomatrix, enthal- 
tend mindestens 3 mg/ml Kollagen in gepuffertem se- 
rum-haltigen Zellkulturmedium, eingebettet und in 
dieser so kultiviert werden, dass ein in vitro- 
25 Dermisaquivalent gewonnen wird. 

4. Verf ahren nach Anspruch 3, wobei die Kultivie- 
rung der dermalen Fibroblasten eine mindestens ein- 
bis zweitagige Submerskultur umfasst. 
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5. Verfahren zur Herstellung eines in vitro- 
Dermisaquivalentes nach Anspruch 3 oder 4, umfas- 
send das Isolieren von kollagenhaltigem Gewebe, das 
Uberfiihren des kollagenhaltigen Gewebes in saure 

5 Losung, das Inkubieren des in die saure Losung u- 
berfiihrten Kollagengewebe bei 2 bis 10°C, insbeson- 
dere 4°C, das Abzentrif ugieren nicht geloster Kol- 
lagenanteile, das Mischen der erhaltenen Kollagen- 
losung bei 2 bis 10°C, vorzugsweise 4°C, mit einer 
10 Losung, enthaltend die dermalen Fibroblasten, Zell- 
kulturmedium, Serum und Puffer, und das Gelieren 
der gemischten Losung durch Erhohung der Tempera- 
tur. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 5., wo- 
15 bei die dermalen Fibroblasten nach Kultivierung in 

der dreidimensionalen, gelartigen Biomatrix aus 
dieser herausgelost und in hoherer Zelldichte wel- 
ter kultiviert werden, so dass ein in vitro- 
Dermisaquivalent gewonnen wird. 

20 1. Verfahren zur Herstellung eines dreidimensiona- 
len in vitro-Hautaquivalentes, wobei dermale 
Fibroblasten in eine dreidimensionale, gelartige 
Biomatrix, enthaltend mindestens 3 mg/ml Kollagen 
in gepuffertem serum-haltigen Zellkulturmedium, 

25 eingebettet und in dieser einer mindestens ein- bis 
zweitagigen Submers-Kultur unterworfen werden und 
wobei danach Keratinocyten in einem Zellkulturmedi- 
um auf der Biomatrix ausgesat und danach weiter 
kultiviert werden, so dass ein dreidimensionales in 

30 vitro-Hautaquivalent gewonnen wird. 
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8 . Verf ahren nach Anspruch 7, wobei die Kultivie- 
rung der Keratinocyten mindestens eine 5- bis 6- 
tagige Submers-Kultur und mindestens eine- 12- bis 
14-tagige Airlif t-Kultur umfasst. 

5 9. Verf ahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei die Ke- 
ratinocyten einen hohen Anteil undif f erenzierter 
basaler Stammzellen aufweisen. 

10. Verf ahren nach einem der Anspriiche 7 bis 9, wo- 
bei ivor, wahrend oder nach der Aussaat der Kerati- 

10 nocyten andere Hautzelltypen, wie Melanocyten, Im- 
munzellen und/oder Endothelzellen, auf der Biomat- 
rix ausgesat und kultiviert werden. 

11. Verf ahren zur Herstellung eines dreidimensiona- 
len in vitro-Hautaquivalentes nach einem der An- 

15 spruche 7 bis 10, umfassend das Isolieren von kol- 
lagenhaltigem Gewebe, das Uberfuhren des kollagen- 
haltigen Gewebes in saure Losung, das Inkubieren 
des in die saure Losung uberfuhrten Kollagengewebe 
bei 2 bis 10°C, insbesondere 4°C, das Abzentrifu- 

20 gieren nicht geloster Kollagenanteile, das Mischen 
der erhaltenen Kollagenlosung bei 2 bis 10°C, vor- 
zugsweise 4°C, mit einer Losung, enthaltend die 
dermalen Fibroblasten, Zellkulturmedium, Serum und 
Puffer, das Gelieren der gemischten Losung durch 

25 Erhohung der Temperatur , das Inkubieren des gelier- 
ten Gemisches bei 37°C und das Aussaen der Kerati- 
nocyten und/oder der anderen Hautzelltypen auf das 
inkubierte, gelierte Gemisch. 

12. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
30 wobei die eingebettete dermale Fibroblasten enthal- 
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tende Biomatrix hergestellt wird, indem aus einem 
Gewebe isolierte Kollagenf asern in saurer Losung 3 
bis 14 Tage bei 2 bis 10°C, vorzugsweise 4°C, ge- 
ruhrt, nicht geloste Kollagenanteile abzentrifu- 
5 ' giert und die erhaltene f ertige Kollagenlosung mit 
einem Kollagengehalt von 3 mg/ml bis 8 mg/ml mit 
einer Losung, enthaltend dermale Fibroblasten, 
Zellkulturmedium, Serum und Puffer, bei 2 bis 10 °C, 
vorzugsweise 4°C, gemischt und anschlieftend bei ho- 
10 herer Temperatur, vorzugsweise bei Raumtemperatur 
bis 37 °C, geliert wird. 

• 1 13- Verfahren nach Anspruch 12 , wobei die saure Lo- 
sung Essigsaurelosung, insbesondere 0, 1 %ige Essig- 
saurelosung, ist . 

15 14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die 
Losung, enthaltend Zellkulturmedium, Serum und Puf- 
fer, im 1 : 2-Verhaltnis mit der kollagenhaltigen Lo- 
sung gemischt wird. 

15. In vitro-Dermisaquivalent, hergestellt nach ei- 
2 0 nem Verfahren gemali einem der Anspruche 3 bis 6 o- 

der 12 bis 14. 

16. Humanes in vitro-Dermisaquivalent gemaJi An- 
spruch 15, hergestellt unter Verwendung humaner 
dermaler Fibroblasten . 

25 17. Dreidimensionales in vitro-Hautaquivalent, her- 
gestellt nach einem Verfahren gemaJJ einem der An- 
spruche 7 bis 14 

18. Humanes dreidimensionales in vitro- 

Hautaquivalent gemali Anspruch 17, hergestellt unter 
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Verwendung humaner dermaler Fibroblasten und huma- 
ner Keratinocyten und gegebenenf alls anderer huma- 
ner Hautzelltyperi. 

19. Verfahren zur Bestinunung der Wirkung einer che- 
5 mischen Substanz oder eines Agens auf Dermiszellen, 

umfassend das Inkontaktbringen der chemischen Sub- 
stanz oder des Agens mit einem in vitro- 
Dermisaquivalent gemaJJ Anspruch 15 oder 16 und Be- 
stimmung der Wechselwirkung zwischen Dermisaquiva- 
10 lent und der chemischen Substanz oder dem Agens. 

20. Verfahren zur Bestinunung der Wirkung einer che- 
mischen Substanz oder eines Agens auf Hautzellen, 
umfassend das Inkontaktbringen der chemischen Sub- 
stanz oder des Agens mit einem dreidimensionalen in 

15 vitro-Hautaquivalent gemali Anspruch 17 oder 18 und 
Bestimmung der Wechselwirkung zwischen Hautaquiva- 
lent und der chemischen Substanz oder dem Agens. 
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